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INFLUENCE COMPAREE DU CHLORURE DE SODIUM
ET DU TWEEN 8o SUR L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE LA
CARBOXYPEPTIDASE A DU PANCREAS

JULIE ILABOUESSE

Laboratoire de Chimie biologique, Faculté des Sciences (Paris)

Diverses investigations'~? concernant linfluence de la force ionique sur l'activité
enzymatique de la carboxypeptidase A du pancréas ont montré que I'activité de cet
enzyme croit avec la force ionique du milieu, jusqu’a ce que celle-ci atteigne une
valeur de 0.5, et ce, quel que soit le sel présent: a partir de cette valeur, il n’y a plus
de modification de I’action enzymatique. D’autre part, il a été constaté? que les sels
pouvaient étre remplacés par le Tween 80*, substance tensioactive constituée par un
dérivé polyoxyalkylénique d’un ester monooléique du sorbitane. Dans ce cas, comme
d’ailleurs dans le cas des électrolytes, l'effet activateur est d’autant plus marqué que
Ienzyme est plus dilué: on a vu en effet que, lorsque les concentrations de la carboxy-
peptidase sont de lordre de quelques dixiémes de pg/ml, la vitesse de la réaction
enzymatique en absence de sel et de Tween 8o n’est pas proportionnelle a la quantité
d’enzyme présent; laddition au mélange réactionnel, soit de chlorure de sodium
0.5 M, soit de 0.05 % de Tween 8o rétablit la proportionnalité tout en accroissant la
vitesse d’hydrolyse du substrat?. Il est a remarquer a ce sujet que ni les sels, ni le
Tween 8o n’inhibent la dénaturation thermique de I’enzyme en solution diluée, alors
que le Tween 80, mais non les sels, protége I’enzyme contre la dénaturation de surface.

Il ¢tait done intéressant de comparer les constantes cinétiques et thermo-
dynamiques liées a ’hydrolyse d’un substrat convenable, en présence des substances

* Atlas Powder Company, Wilmington, Delaware, Etats-Unis.
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activatrices en question; on pouvait ainsi espérer connaitre le mécanisme de leur effet.
Le présent travail concernant plus particulierement ’hydrolyse de la carbobenzoxy-
glycyl-L-phénylalanine, est ainsi consacré d'une part a4 la mesure, a différentes
températures, des constantes de vitesse et des constantes de Michaelis, ainsi qu’a la
détermination des énergies d’activation £, des variations d’enthalpie 4H*, d’énergie
libre 4F* et d’entropie AS™* liées 4 l'activation du complexe enzyme-substrat; et
d’autre part a I’étude de ’action sur la carboxypeptidase de substances tensioactives
autres que le Tween 8o.

PARTIE EXPERIMENTALE

Carboxypeptidase™

Les cristaux de carboxypeptidase sont lavés par centrifugation dans I'eau a 4°, puis suspendus
dans une solution de chlorure de sodium M, tamponnée a pH 7.5 par du véronal sodique M/50
et de 'acide chlorhydrique. La suspension est dialysée avec agitation contre la méme solution
saline tamponnée. Au bout de 48 h, le contenu du sac de dialyse est centrifugé: le liquide surnageant
constitue la solution méve d’enzyme, contenant de 'ordre de 1 mg de protéine par ml. Maintenue
a la glaciére, cette solution conserve son activité inchangée pendant plus d’un mois. La teneur en
protéine des solutions est déterminée A l'aide d’un spectrophotométre Beckman, par mesure de
I'absorption a 278 my, sur des solutions contenant de I'ordre de o.1 mg de carboxypeptidase par
ml. Les valeurs de 15.1 % pour la teneur en azote de 'enzyme® et de 34,000 pour le poids molé-
culaire” ont été adoptées pour déterminer le coefficient d’extinction de la carboxypeptidase a
278 mu: ce coefficient est égal & EIM8/m! — 1,93, 4 pH 7.5, en solution tampon de véronal sodique
M|/s00. Toutes les dilutions d’enzyme ainsi que toutes les expériences sont réalisées en milieu
tampon véronal sodique HCl M/s50, pH 7.5.

Carbobenzoxylglycyl-L-phénylalanine

Ce substrat est obtenu par carbobenzoxylation directe de la glycyl-L-phénylalanine. Cette der-
niére est préparée suivant FISCHER ET SCHOELLERS. Aprés recristallisations dans I'alcool éthylique
4 509, la carbobenzoxylgycyl-L-phénylalanine obtenue fond & 124-125° et présente un pouvoir
rotatoire (t)¥° = + 39° (¢ = 5% dans alcool éthylique), (littérature®: p.f. 125°-126°; (a)p =
+ 38°5).

Carbobenzoxyglycyl-L-leucine

Comme dans le cas précédent, ce substrat est préparé par carbobenzoxylation directe de la
glycyl-L-leucine. La synthése de ce peptide est faite selon FISCHER ET WARBURG!?, Aprés recristal-
lisations dans un mélange d’éther de pétrole et d’acétate d’éthyle, la carbobenzoxyglycyl-L-leucine
fond a 103° et présente un pouvoir rotatoire (¢)X¥° = — 10°3 (¢ = 5% dans alcool éthylique)
(littérature: p.f. 103°%, p.f. 141°-142°1; (@)20° = — 10°3 (¢ = 5% dans alcool éthylique).1?).

Hippuryl-DL-phénylalanine

I.a synthése de cette substance est effectuée suivant Currius!? par couplage de I'hippurazide
avec le sel de sodium de la DL-phénylalanine. L’hippurazide est lui-méme préparé a partir de
I'hippuryl—€éthylester. Aprés recristallisations dans l'alcool & 50%, 'hippuryl-pL-phénylalanine
obtenue fond & 170°~171° (littératurel?: p.f. 172°).

Dosage de I’activité carboxypeptidasique

I.e substrat utilisé pour ce dosage est I'hippuryl-pDL-phénylalanine. Les mesures sont faites a
25" | o"05. [.e milieu réactionnel est constitué par 3 ml d’une solution de véronal M/50, pH 7.5
contenant le peptide & la concentration de 4-1072 M, une quantité donnée d’enzyme et 0.05%,
de Tween %o, La vitesse d’hydrolyse est déterminée par le dosage photométrique!?, sur des prises
de 0.5 ml, de la L-phénylalanine libérée en fonction du temps. l.a densité optique (D) des solutions
est mesurée & 570 mu au moyen d’un spectrophotométre Coleman, type Junior, dans des tubes
cylindriques de t em de diamétre. I.es vitesses d’hydrolyse sont exprimdées arbitrairement en varia-
tion de la densité optique & 570 my, par minute, multipliée par 10 (AD/min- 108). I'unité d’activité
carboxypeptidasique (U.C.) est définic comme P'activité qui donne une variation de densité optique
de 10 3/min dans Ies conditions décrites; ¢’est donce 'activité correspondant & une vitesse d’hydro-
lyse de 1.

* Worthington Biochemical Corporation, Frechold (N.].) litats-Unis.
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Déterminations des constantes cinétiques

On utilise ici les notations habituelles:

kl
E+S—— _)ES—I%‘—>E+P

2

E étant I’enzyme libre, S le substrat libre, ES le complexe enzyme-substrat et P les produits
d’hydrolyse. %, et %, sont respectivement les constantes de vitesse de formation et de vitesse de
dissociation du complexe ES, &, la constante de vitesse de décomposition du complexe ES en
enzyme libre et en produits d’hydrolyse; cette décomposition peut étre considérée comme ir-
réversible.

La détermination expérimentale de la constante de Michaelis Ka = &, + A4/k; et de la
vitesse maximum V,, est faite par la méthode graphique de Eap1e!4, méthode qui représente la
vitesse de la réaction enzymatique v sous la forme:

v = Vu— Kypv[s, avec V,, = kge, oll s = concentration en substrat libre et e = concentration

en enzyme actif.
' Les concentrations des substrats sont ici telles qu’elles encadrent la valeur de la constante
de Michaelis et que les deux concentrations extrémes soient dans un rapport de 1 & 10. Ces con-
centrations sont d’autre part établies de sorte que soit évité tout phénomene d'inhibition par
excés du substrat!. Les expériences sont faites en présence soit de chlorure de sodium o.5 M, soit
de Tween 80 a la concentration de 0.05%, (Cf. Fig. 1).

o
T

.——//—o—/o—

0
3
)
’

Fig. 1. Influence de la concentration du Tween 8o
sur la vitesse d’hydrolyse de I'hippuryl-prL-phényl-
alanine par la carboxypeptidase. Abscisses: Concen-
tration du Tween 8o dans le mélange réactionnel, ®
exprimée en 9%, (poids par volume). Ordonnées: /

o]
T
——e

—em AD/min <103

Vitesse d’hydrolyse. Conditions d’hydrolyse: solution 4

tampon véronal M/50, pH 7.5; hippuryl-DL-phényl-

alanine 4-1072 M; Carboxypeptidase: 0.06 ug/ml;
température: 25°.

1 1 II/ it
0.002 0004 ’ 005’05
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Les mesures sont effectuées en solution tampon de véronal sodique HCl M/50 a pH 7.5 et &
plusieurs températures, définies & 4+ 0°05 prés, comprises entre 25° et 37°. Les vitesses d’hydrolyse,
mesurées comme il a été dit dans le paragraphe précédent sont exprimées en variation de la densité
optique & 570 mu/min, multipliées par 10%. La libération de 0.02 gmol/ml/min, de L-phénylalanine
par hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine correspond ici & une vitesse de 21; celle
de la méme quantité, dans les mémes conditions, de L-leucine par hydrolyse de la carbobenzoxy-
glycyl-L-leucine, & une vitesse de 22.

On fait deux expériences a chaque température, avec des concentrations différentes en
enzyme; pour obtenir des vitesses d’hydrolyse mesurables dans les conditions expérimentales
choisies, la solution mérve de carboxypeptidase est diluée de 5,000 a 10,000 fois selon la température
de I'expérience. Dans le cas des mesures en présence de Tween 8o, ou la substance tensioactive est
présente aussi bien dans la solution tampon diluante que dans les solutions de substrat, on peut
admettre qu’il ne se produit pas d’inactivation par dilution. On calcule donc la concentration en
enzyme actif & partir de la concentration en protéine de la solution mérve (mesure de I'absorption &
280 myu). Par contre, dans le cas des mesures en présence de chlorure de sodium, ot les dilutions
de la solution mére ne peuvent étre faites en présence de Tween 8o, il se produit pendant la dilution
une inactivation partielle de 'enzvme®. Cette inactivation étant variable d'une expérience a 'autre,
il est indispensable de mesurer chaque fois, dans les conditions définies plus haut, 'activité car-
boxypeptidasique de la solution diluée. On considere cnsuite que la concentration pondérale
d’enzyme actif est proportionnelle a 'activité mesurée. Malhcureusement cette fagon d’opérer
introduit une certaine imprécision dans le calcul des constantes de vitesse en présence de chlorure
de sodium.

Déterminations des constantes thermodynamiques

Ces déterminations sont faites ici seulement pour 'hydrolvse de la carbobenzoxvglycvl-r-
phénylalanine. On détermine I'énergie d’activation E de la réaction de décomposition du complexe

Ribliogvaphie p. 350.
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enzyme-substrat par I’équation d’Arrhenius: log k3 = —E/[2.3 RT + C; on calcule les variations
d’enthalpie AH* d’énergie libre AF* et d’entropie 4S* au moyen des équations thermodynamiques
habituelles!®. 16,

Etude de I'action de quelques substances tensioactives autres que le Tween 8o

Quelques expériences ont été consacrées a 'étude de I'influence de substances tensioactives
dont la nature et la concentration sont données dans le Tableau IV.

RESULTATS
A. Détermination des constantes cinétiques et thermodynamiques

Hydrolyse de la carbobenzoxyglycvl-L-phénylalanine en présence de 0.05% de
Tween 80. Le détail et les résultats des mesures de vitesse de I'hydrolyse a cinqg
températures et a différentes concentrations en substrat sont donnés dans la Fig. 2.
Les droites représentant les variations de v/e en fonction de v/es aux cinq températures
considérées sont sensiblement paralleles; la pente des droites étant ici égale a la
constante de Michaelis en valeur absolue, il en résulte que cette derniére ne varie
sensiblement pas avec la température. L'indépendance de K s de la température avait
déja été constatée par LumMRy ET SMITH! pour I'hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-
L-phénylalanine, en présence de chlorure de potassium 0.5 M entre 5° et 25°. La valeur

300t

— Ve

200 \. % .
>

100+

o] 10 20 30 40

Fig. 2. Détermination des constantes de Michaelis entre 257 et 37° en présence de 0.059%, de
Tween So. Abscisses: ©/es, @ exprimé en  1D/min-10%; ¢ exprimé en pug/ml; s exprimé en mmolé-
cules/l. Ordonnées: /e, # vitesse rapportée a 1 pg d’enzyme par ml du mélange réactionnel.
Conditions d’hvdrolvse: solution tampon véronal pH 7.5; carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine;
carboxvpeptidase: ¢ variable, 0.08 gg/mla o.2 ng/ml de mélange réactionnel.

TABLEAU T

HYDROLYSE DE LA CARBOBENZONYGLYCYL-L-PHENYLALANINE EN PRESENCE DE 0.05 %, DE TWEEN 80

le e ks
(4D min-10® par ng (sec.='}

Température Ky
(. 33
d’enzyme par mi)

(molccule litre)

25 6.1-1073 241 126
28 0.3 1077 262 139
32 6.1-1078 326 173
34.3 6.0- 103 368 196
37 5.8-1073 412 219
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de Kar aux diverses températures, déterminée a partir de la Fig. 2, est donnée dans le
Tableau I. Il apparait ainsi que la constante de Michaelis pour I'hydrolyse de la
carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine entre 25° et 37°, en présence de 0.05 % de Tween
est de 6- 1072 mol./l.

Le méme tableau indique les valeurs de vitesses maxima rapportées 4 I ug
d’enzyme/ml déduites des ordonnées a l'origine des droites de la Fig. z, ainsi que les
valeurs des constantes de vitesse %k, calculées d’apres la relation V,, = kge, ¢ étant
exprimé dans ce calcul en mol./l et V', en mol. de substrat hydrolysé par 1 et par sec
kg est ainsi exprimé en sec1.

La Fig. 3 représente la variation de log %, en fonction de I'inverse de la tempéra-
ture absolue, variation qui suit ici la loi d’Arrhenius. La pente de la droite obtenue
permet de déterminer ’énergie d’activation E caractérisant I'activation du complexe
enzyme-substrat et permettant sa décomposition. La valeur de E ainsi que les valeurs

2.4f \.

2.0 i 1 i 1
3.20 3.25 3.30 3.35 3.40

1.2
——= 10

Fig. 3. Energie d’activation de la réaction d’hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine
par la carboxypeptidase en présence de 0.059%, de Tween 8o0. Abscisses: inverse de la température
absolue. Ordonnées: logarithme décimal de la constante de vitesse k,.

a 25° de AH*, AF* et AS* que I'on déduit des valeurs de E et de %, 4 25° sont pré-
sentées dans le Tableau II. Ces valeurs sont bien caractéristiques de I’hydrolyse
enzymatique d’une liaison peptidique’.

Hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine en préscnce de chlorure de
sodium 0.5 M. Le détail et les résultats des mesures de vitesse de I’hydrolyse, & cing
températures et a différentes concentrations en substrat, sont donnés dans la Fig. 4.
Comme dans le cas précédent, les droites obtenues aux différentes températures sont
sensiblement paralléles; la constante de Michaelis en présence de chlorure de sodium
est donc encore ici pratiquement indépendante de la température entre 25° et 37°.
Les chiffres du Tableau ITI montrent que la constante de Michaelis pour 'hydrolyse
de la carbobenzoxyglycl-L-phénylalanine, entre 25° et 37°, en présence de chlorure
de sodium 0.5 M est de 1.8-1072 mol./L.

Le Tableau IIT donne également les valeurs de Vp/e et les valeurs de &, en
fonction de la température. La variation de log k; en fonction de l'inverse de la
température absolue est illustrée par la Fig. 5: on tire de la pente de la droite obtenue
une valeur de 8,100 cal./mol. pour I’énergie d’activation E de ’hydrolyse en question
en présence de chlorure de sodium 0.5 M. Les valeurs des autres constantes thermo-
dynamiques calculées 4 25° sont indiquées dans le Tableau II.

Bibliographie p. 350.
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TABLEAU II

CONSTANTES CINéTIQUES ET THERMODYNAMIQUES LIEES A L’'HYDROLYSE DE
QUELQUES SUBSTRATS DE LA CARBOXYPEPTIDASE

AH* — AF*
H* = E— RT; AF* = — RT 1 S* ="
4 4 23 &2 108 BEE, RT/Nh 4 T
Hydrolyse en présence de
Constantes Tween 8o Chlorure de sodium
0.05 % 0.5 M

Carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine

kg a 25° (sec™l) 126 218
kg a 37° (sec™l) 219 390
Kj entre 25° et 37° (mol./]) 0.6-1072 1.8: 1072
E entre 25° et 37 °(cal./mol.) 8,600 8,700
AH* & 25° (cal./mol.) 8,000 8,100
AF* 4 25° (cal./mol.) 14,600 14,300
AS* a 25° (cal./mol./degré) — 22 — 21
Carbobenzoxyglycyl-L-leucine
kg a 37° (sec™) 23 24
Ku a 37° (mol./l) 2.2-1078 6.3- 1072

Hippuryl-DL-phénylalanine’
kg a 37° (sec™?) 185 201
Kpr a 37° (mol./l) 0.8:1073 2.2 1073

§ Valeurs de Ky calculées pour le dérivé L.

B

| \E}\,
200 . \ R o\ \

L
o} 10

- - Yeus.

Fig. 4. Détermination des constantes de Michaelis entre 25° et 37° en présence de chlorure de
sodium o.5 M. Mémes légendes que la Fig. 2.

TABLEAU III

HYDROLYSE DE LA CARBOBENZOXYGLYCYL-L-PHENYLALANINE EN PRESENCE
DE CHLORURE DE SODIUM 0.5 M

. K Vonle
Température (moléculelitre) (4DImin 10 bar ue ooy
25 1.85-1072 402 218
28 1.7 -1072 450 266
32 1.75°1072 585 322
345 1.75-1072 656 357
37 1.75-107% 718 390
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Fig. 5. Energie d’activation de la réaction d’hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine
par la carboxypeptidase en présence de chlorure de sodium 0.5 M. Mémes légendes que la Fig. 3.

TABLEAU IV

INFLUENCE DE QUELQUES SUBSTANCES TENSIOACTIVES SUR L’ACTIVITE
DE LA CARBOXYPEPTIDASE

Tween 8o: Dérivé polyoxyalkylénique d’un ester monooléique du sorbitane. Tween zo: dérivé
polyoxyalkylénique d’un ester monolaurique du sorbitane. Brij 35: dérivé polyméthylénique de
l'alcool laurique. Zéphirol 50: chlorure d’alkyldiméthylbenzylammonium. Cétavlon: bromure
de cétyltriméthylammonium, P.M. = 364. Br. de L: bromure de lauryldiméthylbenzylammonium,
P.M. = 384. DSNa: dodécylsulfate de sodium, P.M. = 288. EDSNa: éthoxydodécylsulfate de
sodium, P.M. = 332. TCNa: taurocholate de sodium, P.M.: 533. Saponine (Merck).

Viitesse d’kydyolyse

Conditions d'kydrolyse (AD/min- 10%)

Sans addition I
NaClo.s M 22
Substances tensioactives non-ioniques
Tween 80, 0.059% 23
Tween 20, o0.05%, 23.5
Brij 35, 0.05% 24.5
Substances tensioactives cationiques
Zéphirol 50, 0.05%, 21.5
Cétavlon, o0.059% 23
Br.de L., o0.05% 17.5
Substances tensioactives anioniques
DSNa, 0.05% 2
DSNa, 0.05% + NaClo.5 M 12
EDSNa, 0.05 % 1
EDSNa, 0.05% + NaCl o.5 M 22
EDSNa, 0.5 % o
EDSNa, 0.5 % + NaClo.5 M 10
Substances tensioactives natuvelles
Saponine, o.1 Y% 20
TCNa, 0.05 % 2

TCNa, 0.05% + NaClo.5 M 21
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Hydrolyse a 37° de I'hippuryl-DL-phénylalanine et de la carbobenzoxvglycyl-L-
leucine en présznce soit de Tween 80, soit de chlorure de sodium. Le Tableau IT indique
également les valeurs de K et de %; correspondant a I'hydrolyse de hippuryl-nr-
phénylalanine et & celle de la carbobenzoxyglycyl-L-leucine a 37° en présence de
Tween ou de NaCl.

B. Influence de quelques substances tensioactives comparée a celle du Tween 8o

On a vu antérieurement (¢f. Fig. 1) l'influence du Tween 8o a différentes con-
centrations sur lhydrolyse de Vhippuryl-pL-phénylalanine. Il ¢était intéressant
d’étudier l'influence éventuelle d’autres substances tensioactives. Les expériences
sont faites ici, a 25°, en mettant en jeu 0.1 ug d’enzyme par ml de milieu réactionnel,
et en utilisant comme substrat 'hippuryl-pL-phénylalanine 4-107% M. Le Tableau IV
indique la nature des substances étudiées, les détails expérimentaux et les résultats
obtenus.

DISCUSSION

L’ensemble des résultats obtenus, concernant les constantes cinétiques et thermo-
dynamiques en présence de Tween et de chlorure de sodium, présenté dans le Tableau
IT montre que: (1) quel que soit le substrat et quelle que soit la température, la
constante de Michaelis est trois fois plus faible en présence de Tween 8o qu’en pré-
sence de chlorure de sodium, l'une et l’autre de ces substances étant a la concentration
donnant un effet maximum. (2) Quoique les valeurs de %; en présence de chlorure de
sodium soient quelque peu sujettes a4 caution, on peut considérer qu’a une méme
température &k, en présence de Tween est trés voisin de &, en présence de chlorure
de sodium; la différence que 'on observe dans le cas de I'hydrolyse de la carbo-
benzoxyglycyl-L-phénylalanine est vraisemblablement due a Pimprécision de la
mesure de la concentration de e actif en faible concentration d’enzyme; dans le cas
de I'hydrolyse de la carbobenzoxvglycyl-L-leucine; out les quantités d’enzyme en jeu
sont cnviron dix fois plus grandes et oli, par conséquent I'inactivation par dilution est
en effet beaucoup moins importante, cette différence n’existe pas. (3) Dans le cas de
I'hydrolvse de la carbobenzoxyglyveyl-L-phénylalanine, les constantes thermodyna-
miques de Iactivation du complexe enzyme-substrat, conduisant & la décomposition
de ce complexe sont tros voisines en présence de Tween ct en présence de chlorure de
sodinm,

11 apparait donc que le premier stade du processus enzymatique, a savoir la
formation du complexe enzvme-substrat est seul modifié par la présence de Tween
ou de scl, le second stade présentant la méme constante de vitesse et les mémes
constantes thermodynamiques, quelles que soient les conditions d’hydrolyse. Il y a
la un argument en faveur de 'hypothése selon laquelle le Tween ou les sels agiraient en
modifiant I'enzyme dont affinité pour ces substrats serait ainsi accrue ou diminuée.
Une telle hypothése est indépendante de Pinterprétation physique que I'on donne de
la constante de Michaelis™ %1718 que cette constante soit égale a k, + k3/ky, ou
quelle tende vers ky,/k; ou vers ky/ky; cette derniére interprétation est celle que
LuMry ET SMITH! ont proposée dans le cas de la carboxypeptidese. D’autre part, les
résultats précédents permettent de rejeter définitivement hypothése® que les activa-
teurs en question exercent leur action en protégeant la carboxypeptidase contre une
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dénaturation au cours de son action enzymatique. Il a paru utile de reproduire dans
le Tableau V & titre de comparaison, les valeurs des constantes cinétiques et thermo-
dynamiques pour I’hydrolyse de la carbobenzoxyglycyl-L-phénylalanine, telles qu’elles
ont été déterminées par d’autres auteurs® . On peut remarquer en comparant les
Tableaux I et V que les valeurs obtenues en tampon véronal en présence de KCi
0.5 A par LuUMRY ET SMITH sont trés voisines de celles obtenues ici en présence de
NaC(l 0.5 M. Par contre, ces deux groupes de valeurs différent sensiblement de celles
mesurées en tampon phosphate en présence de LiCl 0.1 M par SNOKE ET NEURATH.

TABLEAU V

CONSTANTES CINETIQUES ET THERMODYNAMIQUES LIEES A L’HYDROLYSE DE LA
CARBOBENZOXYGLYCYL-L-PHENYLALANINE PAR LA CARBOXYPEPTIDASE,
SELON LUMRY ET SMITH3, SELON SNOKE ET NEURATH!?

Constant Solution tampon véronal Solution tampon phosphate
onsieies 0.035 M pH 7.5, KClo.5 M o0.04 M pH 7.5, LiClo.r M
a5 (LUMRY ET SMITH) (SNOKE ET NEURATH)
ky (sec™l) 189 186
Kar (mol. /1) 1.3-1072 3.3-1072
AH#* (cal./mol)) 8,900 14,500
AF* (cal./mol.) 15,800 15,600
AS* (cal./mol./degré) — 23 + 36

En ce qui concerne I'action des substances tensioactives autres que le Tween 8o,
il apparait que: (1) les substances cationiques et les substances non-ioniques exercent
une action comparable a celle du Tween 8o 4 la concentration de 0.05 %. (2) Les sub-
stances anioniques, par contre, non seulement n’augmentent pas lactivité de la
carboxypeptidase mais méme la diminuent, lorsque cette activité est mesurée dans
les conditions optima, par exemple en présence de sel. (Leur action a des concentrations
supérieures a 0.5% n’a pu étre examinée dans nos conditions de travail pour des
raisons d’insolubilité.)

RESUMIEE

L’¢tude cinétique de Uhydrolyse par la carboxypeptidase de quelques uns de ses substrats, en
présence soit de Tween 8o, soit de chlorure de sodium, a montré qu’entre 235”7 et 37° la constante
de Michaelis est trois fois plus faible en présence de Tween qu’en présence de sel, et ceci quel
que soit le substrat. P’ar contre, & une méme tempdérature, les constantes de vitesse de décomposi-
tion du complexce enzyme-substrat, ainsi que les constantes thermodynamiques de 'activation de
de complexe sont trés voisines quelles que soient les conditions.

I.’é¢tude de Uinfluence de substances tensioactives autres que le Tween 8o, a montré que les
groupes de substances tensioactives non ioniques et cationiques sont pourvues de la propriété
d’accroitre Pactivité enzymatique de la carboxyvpeptidase ¢t que seul le groupe des substances
tensioactives antoniques est dépourvu de cette propric¢té.

SUMMARY

The study of the kinetics of the hydrolysis by carboxvpeptidase of some of its substrates in the
presence of cither Tween 8o or NaCl has shown that between 235 and 37 the Michaelis constant
is 3 times as weak in the presence of Tween as in the presence of salt, irrespective of which of the
substrates is used. On the other hand, at the same temperature the decomposition-rate constants
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of the enzyme-substrate complex, as well as the thermodynamic constants of its activation are
very close to each other, under all conditions.

A study of the effect of surface-active substances other than Tween 80 has shown that groups
of non-ionic and cationic surface-active substances are capable of augmenting the enzymic
activity of carboxypeptidase, and that only the group of anionic surface-active substances is
without this property.
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ADENOSINE MONO-, DI- AND TRIPHOSPHATE, PYRUVIC KINASE,
HEXOKINASE AND POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE ASSAY™

SANTIAGO GRISOLIA**, LEWIS C. MOKRASCH anp VERNE D. HOSPELHORN

McIlvain Laboratories and Levvigo Laboratories, Department of Mecidine, University of Kansas
Medical Center, Kansas City, Kansas (U.S.A.)

The procedures described here provide fast, simple, reproducible and reasonably
specific assays for adenylic acid, AMP***, ADP and ATP as well as for the assay of
pyruvic kinase, hexokinase and polynucleotide phosphorylase. All procedures are
based on the interdependence of the components of reactions:

* Supported by Grants No. 67 The Helen Hay Whitney Foundation, H 1925 National Insti-
tutes of Health, Life Insurance Medical Research Fund and the Kansas Heart Association.
** Established Investigator of the American Heart Association.

*** The following abbreviations are used in this paper: AMP, ADP, ATP, 5 -adenosine mono-,
di-, or triphosphate respectively; PGA 3-pD-phosphoglyceric acid; 2-PGA, 2-p-phosphoglyceric
acid; PEP, phosphoenol pyruvic acid; mutase, 3-phosphoglyceric acid mutase; 2,3-DPGA, 2,3-
diphosphoglyceric acid. RNA, ribose nucleic acid; Tris, tris (hydroxymethyl)-aminomethane;
AMPCO,, the active intermediate described by BACHHAWAT ef al.16.
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